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Oemande Internationale n° 
PCT/FR 99/02897 


Date du depot international ffour/mo/s/annee^ 

24/11/1999 


(Date de priority (la plus ancienne) 
Qour/mois/ann6e) 

25/11/1998 


D^osant 
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Le present rapport de recherche internationale, etabli par Tad ministration chargee de la recherche internationale, est transmis au 
deposant conformement a I'article 1 8. Une copie en est transmise au Bureau international. 

Ce rapport de recherche internationale comprend 3 feuilles. 

[X] II est aussi accompagne d'une copie de chaque document relatif a I'etat de la technique qui y est cite. 



1. Base du rapport 

a. En ce qui concerne la langue, la recherche internationale a ete effectuee sur la base de la demande internationale dans la 
langue dans laquelle elle a ete deposee, sauf indication contratre dohnee sous le meme point. 



□ 



la recherche internationale a ete effectuee sur la base d'une traduction de la demande internationale remise a Tadministration, 



2. 

a 



b. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acldes amines divulguees dans la demande internationale (le cas echeant) 
la recherche internationale a ete effectuee sur la base du listage des sequences : 

[7] contenu dans la demande internationale, sous forme ecrite. 

pr| deposee avec la demande internationale, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

I I remis ulterieurement a I'administration, sous forme ecrite. 

I I remis ulterieurement a Tadministration, sous forme dechiffrable par ordinateur. 

[X] La declaration, selon laquelle le listage des sequences presente par ecrit et fourni ulterieurement ne vas pas au-dela de la 
divulgation f aite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

Pn La declaration, selon laquelle les informations enregistrees sous forme dechiffrable par ordinateur sont identiques a celles 
du listage des sequences presente par ecrit, a ete fournie. 

I I 11 a et^ estlm^ que certaines revendlcatlons ne pouvaient pas fafre Tobjet d'une recherche (voir le cadre 1). 
I I It y a absence d'untt^ de I'tnventlon (voir le cadre 11). 



4. En ce qui concerne le titre, 

I X I le texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant. 

I I Le texte a ete etabli par Tadministration et a la teneur suivante: 



5. En ce qui concerne I'abrdg^, 

[Y] I® texte est approuve tel qu'il a ete remis par le deposant 

□ le texte (reproduit dans le cadre III) a ete etabli par I'administration conformement a la regie 38.2b). Le deposant peut 
presenter des observations a I'administration dans un delai d'un mois a compter de ta date d'expedition du present rapport 
de recherche internationale. 

6. La figure des desslns a publier avec I'abrdge est la Figure n° 

I I suggeree par le deposant. | X | Aucune des figures 

□ , . , _^ , ' ' ^ I- n'est a publier, 

parce que le deposant n a pas suggere de figure. 

I I parce que cette figure caracterise mieux r invention. 
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This international preliminar\ examination report has been prepared by this International Preliminar\ Examining Authority 
and is transmitted to the applicant according to Article 36. 



This REPORT consists of a total of 



8 



sheets, including this cover sheet. 



□ This repon is also accompanied b\ ANNEXES, i.e.. sheets of the description, claims and/or drawings which have been 
amended and are the basis for this report and/or sheets containing rectifications made before this Authority (see Rule 
70.16 and Section 607 of the Administrative Instructions under the PCT). 



These annexes consist of a total of 



sheets. 



This repon contains indications relating to the following items: 
I [X] Basis of the report 
Priori t\ 

Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 
Lack of unit\ of invention 

Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability: 
citations and explanations supporting such statement 

Certain documents cited 

Certain defects in the international application 

Certain observations on the international application 
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Date of submission of the demand 

20 June 2000(20.06.00) 


Dale of completion of this report 

29 March 2001 (29.03.2001) 


Name and mailing address of the IPEA/EP 
Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 
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INTERNATIONAL PRELIMINARY EXAMINATION REPORT 



International application No. 

PCT/FR99/02897 



I. Basis of the report 



1. With regard to the elements of the international application:* 
I I the international application as originally filed 

the description; 

pages 1-13 

pages 

pages 



. as orieinallv filed 



filed with the demand 



filed with the letter of 



the claims: 

pages 

pages 

pages 
pages 



1-12 



, as originally filed 

. as amended (together with any statement under Article 19 

. filed with the demand 



filed with the letter of 



the drawings: 

pages 

pages 

pages 



1/6-6/6 



, as originally filed 



filed with the demand 



. filed with the letter of 



I I the sequence listing part of the description: 
pages 

pages 

pages . 



. as originally filed 



filed with the demand 



. filed with the letter of 



2. With regard to the language, all the elements marked above were available or furnished to this Authority in the language in which 
the international application was filed, unless otherwise indicated under this item. 

These elements were available or furnished to this Authority in the following language which is: 

I I the language of a translation furnished for the purposes of international search (under Rule 23.1(b)). 
I I the language of publication of the international application (under Rule 48.3(b)). 

I I the language of the translation furnished for the purposes of international preliminary examination (under Rule 55.2 and/ 
or 55.3). 

3. W^ith regard to an\ nucleotide and/or amino acid sequence disclosed in the international application, the international 
preliminary examination w as carried out on the basis of the sequence listing: 

contained in the international application in written form. 

filed together with the international application in computer readable form. 

furnished subsequently to this Authority in written form. 

furnished subsequently to this Authority in computer readable form. 

The statement that the subsequently furnished written sequence listing does not go beyond the disclosure in the 
international application as filed has been furnished. 

The statement that the information recorded in computer readable form is identical to the written sequence listing has 
been furnished. 



□ 
□ 
□ 
□ 
□ 

□ 
□ 



The amendments have resulted in the cancellation of: 

I I the description, pages 

I I the claims. Nos. 

I I the drawings, sheets/fig 



- I I report has been established as if (some of) the amendments had not been made, since they have been considered to go 

^* ' ' bey ond the disclosure as filed, as indicated in the Supplemental Box (Rule 70.2(c)).** 

* Replacement sheets w hich have been furnished to the receiving Office in response to an invitation under Article 14 are referred to 
in this report as "originally filed" and are not annexed to this report since they do not contain amendments (Rule 70.16 
and 70.17). 

Any replacement sheet containing such amendments must be referred to under item I and annexed to this report. 
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III. Non-establishment of opinion with regard to novelty, inventive step and industrial applicability 


1. The questions whether the claimed invention appears to be novel, to involve an inventive step (to be non obvious), or to be 
industrially applicable have not been examined in respect of: 


1 1 the entire international application. 




E 


1 claims Nos. 1.12 (part) 




because: 




1 1 the said international application, or the said claims Nos. 

1 — 1 relate to the following subject matter which does not require an international preliminarv examination ispecij}'}: 


X 


the description, claims or drawings (indicate particular elements he/ow) or said claims Nos. 
are so unclear that no meaningful opinion could be formed (specif} ): 




See supplement.al sheet 






the claims, or said claims Nos. 1 (part) 
bv the description thai no meaningful opinion could be formed. 


are so inadequatelv supported 


□ 


no international search report has been established for said claims Nos. 




2. A meaningful international preliminar> examination cannot be carried out due to the failure of the nucleotide and/or amino acid 
sequence listing to comply with the standard provided for in Annex C of the Administrative Instructions: 


□ 


the written form has not been furnished or does not comply with the standard. 




□ 


the computer readable form has not been furnished or does not compK with the standard. 
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VI. Certain documents cited 


1. Certain published documenis (Rule 70. 10) 




Application No. Publication date Filing date 
Patent No. (day month year) /day/month year) 


Priority dale (valid claim) 
fdaymonthyearj 



\VO9906040 II Februarx- 1999(11.02.1999) 04 August 1998(04.08.1998) 04 August 1997(04.08.1997) 



2. Non-written disclosures (Rule 70.9) 

Date of written disclosure 

Kind of non-w ritten disclosure Date of non-writien disclosure referring to non-written disclosure 

(day month year) (daymonth year) 
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Supplemental Box III 

(To be used when the space in any of the preceding boxes is not sufficient) 



Continuation of: 



Claim 1 is only partially supported by the description. 
Consequently, an opinion shall not be established with 
regard to the novelty and inventiveness of the subject 
matter of this claim, except for the part of the claim 
supported by the description (PCT Article 34(4) (a) (ii) ) , 
i.e., the part including the limitations of Claim 2. 

Claim 12 is not clear. Consequently, an opinion shall 
not be established with regard to the novelty and the 
inventiveness of the subject matter of this claim, except 
for the part of the claim that is clear (PCT Article 
33 (4) (a) (ii) , i.e., the part excluding the term 
dauxorubicin" . 
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V. Reasoned statement under Article 35(2) with regard to novelty, inventive step or industrial applicability 
citations and explanations supporting such statement 



Statement 
Novelty (N) 

Inventive step (IS) 
Industrial applicability (lA) 



Claims 
Claims 

Claims 
Claims 

Claims 
Claims 



4-5, 10-11 



1-3, 6-9, 12 



4-5, 10-11 



1-12 



YES 
NO 
YES 
NO 

YES 
NO 



2. Citations and explanations 

Reference is made to the following documents: 



Dl: HAEFFNER A ET AL . , JOURNAL OF IMMUNOLOGY, (1997 

FEB 1) 158(3) 1310-4. 
D2: WANG C Y ET AL., SCIENCE, (1996 NOV 1) 274 

(5288) 784-7. 



Novelty ( PCT Article 33(2)) 



Document D2 (see Figure 3, page 768, right-hand column, 
second paragraph) describes the use of iKBa, an NF-kB 
inhibitor, associated with daunorubicin (an anthracycline ) 
for treating cancerous fibrosarcoma cells. This document 
also shows that iKBa raises the cytotoxicity of 
daunorubicin with respect to studied cancerous cells. 



Claims 1-7 concern the use of NF-kB activation inhibitor 
compounds in the preparation of drugs combined with one or 
more cytotoxic molecules (including anthracyclines) , for 
treating malignant blood diseases and solid tumours, and 
preventing and/or treating resistance to cytotoxic 
molecules . 

To the extent that a fibrosarcoma is considered to be a 
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solid tumour. Claims 1-2, 6-7 do not differ from the prior 
art and are not novel. To the extent that iKBa could 
specifically bind to class-I cytokine transmembrane 
receptors in body cells. Claim 3 also lacks novelty. 
The subject matter of claims 4-5 is limited to the use of 
human growth hormone (hGH) or human erythropoietin, and is 
not anticipated by D2 . Hence, Claims 4-5 are novel. 

Claims 8-12 concern pharmaceutical compositions comprising 
an NF-kB inhibitor and a cytotoxic molecule capable of 
activating NF-kB. Such compositions are described in D2, 
specifically the combination of iKBa with an 
anthracycline. Consequently, Claims 8-9 and 12 are not 
novel . 

The prior art does not describe pharmaceutical 
compositions combining hGH or EPO with a cytotoxic 
molecule capable of activating NF-kB. Consequently, 
Claims 10-11 are novel. 

Inventive Step ( PCT Article 33(3)) 

Document D2, which is considered to be the closest prior 
art, concluded that the inhibition of NF-kB potentiates 
the cytotoxicity of compounds and/or treatments activating 
NF-kB, and suggests the use of this mechanism to improve 
the effectiveness of anticancer therapies. 

The use of any known inhibitor of NF-kB to potentiate the 
effects of a cytotoxic compound cannot, therefore, be 
considered inventive . 

IN particular, the problem that Claims 4-5, 10-11 are 
intended to solve can therefore be considered to be that 
of providing/using alternative compounds, capable of 
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inhibiting NF-kB to potentiate the effects of cytotoxic 
compounds capable of activating NF-kB. 



The proposed solution consists in providing/using hGH and 
EPO, 



It appears in view of the description page 4, lines 13-17 
that hGH and EPO are two known inhibitors of NF-kB 
activation. Document Dl confirms that hGH is an NF-kB 
activation inhibitor (page 1312, § "Cells expressing hGH 
show diminished NF-kB activation in response to LPS"). 
Consequently, Claims 4-5 and 10-11 are not inventive, 
because a person skilled in the art would combine the 
teachings of D2 and Dl to solve the stated problem. 

Industrial applicability (PCT Article 33(4)) 

Claims 1-12 cover pharmaceutical compositions as well as 
the use of compounds for manufacturing drugs and are 
industrially applicable . 



Form PCT/IPEAy409 (Box V) (January 1994) 



INTERNATIONAL PREUfWlNARY EXAMINATION REPORT 



n^^ational application No. 
PCT/FR 99/02897 



VII. Certain defects in the international application 

The following defects in the form or contents of the international application have been noted: 

Contrary to the requirements of PCT Rule 5.1(a) (ii), th 
description does not indicate the relevant prior art 
disclosed in Document Dl, and does not cite that 
document . 
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VIII. Certain observations on the international application 



The following observations on the clarity of the claims, description, and drawings or on the question whether the claims are ftillv 
supported by the description, are made: 

Claim 1 concerns the use of NF-kB inhibitor compounds 
in the preparation of drugs for treating malignant blood 
diseases and solid tumours (see description, page 3, lines 
20-23), and for preventing resistance to cytotoxic 
molecules used for treating these cancers (see 
description, page 3, lines 24-29). Figures 4 and 6 show 
that, in the absence of a cytotoxic molecule (daunomycin) , 
the tested NF-kB inhibitors (EPO and hGH) diminish the 
number of dead cells, i.e., the opposite of the desired 
effect in the treatment of malignant blood disease and 
solid tumours. Consequently, with respect to the 
treatment of malignant blood disease and solid tumours 
with NF-kB activation inhibitor compounds not associated 
with cytotoxic molecules, Claim 1 is not technically 
supported by the description and the examples (PCT Article 
6) . 



Claim 12 includes the term dauxorubicin'' , which does not 
appear to correspond to a known molecule. Consequently, 
Claim 12 is not clear (PCT Article 6) . In case this term 
is erroneous, the attention of the applicant is drawn to 
PCT Rule 91.1(b), PCT Gazette, Section IV, Chapter VI- 
7.14, and to the fact that at least two equally plausible 
rectifications can be envisaged: the anthracyclines 
" daunorubicin" and ''doxorubicin". Thus, the error is not 
''obvious" in the sense that it is not clear what the 
rectification should be. 
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(article 36 et regie 70 du PCT) 



PCT 
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R6f6rence du dossier du d^posant ou du 
mandataire 

WOB 98 AX CNR NFK 


voir la notiftcatlon de transmission du rapport d'examen 
POUR SUITE A DONNER pr6liminaire international (fomnulaire PCT/IPEA/4i6) 


Demande intemationale n" 
PCT/FR99/02897 


Date du d6pot international (jour/mois/ann^e) 
24/11/1999 


Date de priority (jour/mois/ann^e) 
25/11/1998 


Classification intemationale des brevets (CIB) ou h la fois classification nationale et CIB 
A61K38/27 


D^posant 

CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE et al 



1 . Le present rapport d'examen prefiminaire international, ^tabli par I'administaration charg^e de i'examen preliminaire 
international, est transmis au deposant conformement a Tartlcle 36. 

2- Ce RAPPORT comprend 8 feuilles, y compris la presente feuille de couverture. 

□ II est accompagne d'ANNEXES, c'est-a-dire de feuilles de la description, des revendications ou des dessins qui ont 
6te modifiees et qui servent de base au present rapport ou de feuilles contenant des rectifications faltes aupres de 
I'adnninistration chargee de Texamen preliminaire international (voir la rdgle 70.16 et {'instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



II 
III 

IV 
V 

Vh 
VII 
VIII 



^ Base du rapport 

□ Priorite 

^ Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, i'actlvlte Inventive et la posslbllite 
d'application Industrieile 

□ Absence d'unite de I'inventlon 

^ Declaration motiv^e selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'actlvit^ inventive et la possibility 
d'application industrieile; citations et explications k I'appui de cette declaration 

S Certains documents clt6s 

S Irregularites dans la demande Internationale 

S Observations relatives k la demande Internationale 



Date de presentation de la demande d'examan preliminaire 
intemationale 

20/06/2000 


Date d'ach^vement du present rapport 
29.03.2001 


Norn et adresse postale de i'administration charg6e de 
I'examen preliminaire international: 

^ Office europ6en des brevets 
^ D~80298 Munich 

T6I. +49 89 2399 - 0 Tx: 523656 epmu d 
Fax: +49 89 2399 - 4465 


Fonctionnaire autorise 

Perez. F f ^ )) 

N*^ de t6l6phone +49 89 2399 7338 
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RAPPORT D'EXAMEN 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 



Demande intemationale n"" PCT/FR99/02897 



I. Bas du rapp rt 

1 . Ce rapport a 6t6 r6dig6 sur la base des 6l6ments ci-apr6s (les feuilles de remplacement qui ont 4t4 remises ^ 
I'offlce r6cepteur en r4ponse ^ une invitation faite conform^ment d I'artide 14 sont consid4r4es dans le present 
rapport comme "initialement d4pos4es" et ne sont pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiles ne contiennent 
pas de modifications (regies 70. 16et 70.17).) : 

Description, pages: 

1-13 version initiale 

Revendications, N°: 

1-12 version initiale 

Dessins, feuilles: 

1/6-6/6 version initiale 

2. En ce qui concerne la langue, tous les Elements indiqu6s ci-dessus ^taient ^ la disposition de radministration ou 
lui ont et^ remis dans la langue dans laquelle la demande Internationale a 6X6 depos^e, sauf indication contraire 
donnee sous ce point. 

Ces Elements etaient k la disposition de I'administration ou lui ont 6t§ remis dans la langue suivante: , qui est : 

□ la langue d'une traduction remise aux fins de la recherche Internationale (selon la r6gle 23.1(b)). 

□ la langue de publication de la demande Internationale (selon la rdgle 48.3(b)). 

□ la langue de la traduction remise aux fins de Texamen pr6liminaire Internationale (selon la r^gle 55.2 ou 
55.3). 

3. En ce qui concerne les sequences de nucleotides ou d'acide amines divulguees dans la demande 
intemationale (le cas ech^ant), I'examen pr^liminaire Internationale a 6X6 effectu6 sur la base du listage des 
sequences : 

□ contenu dans la demande intemationale, sous forme 6crite. 

□ d6pos6 avec la demande intemationale, sous forme d6chiffrable par ordinateur. 

□ remis ult^rieurement k I'administration, sous forme 6crite. 

□ remis ult6rieurement k I'administration, sous forme d§chiffrable par ordinateur. 

□ La declaration, selon laquelle le listage des sequences par 6cnX et fourni ult^rieurement ne va pas au-del^ 
de la divulgation faite dans la demande telle que deposee, a ete fournie. 

□ La declaration, selon laquelle les informations enregistr6es sous d^chiffrable par ordinateur sont identiques k 
celles du listages des sequences Pr^sente par 6crit, a 6X6 fournie. 

4. Les modifications ont entrain^ I'annulation : 
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□ de la description, pages : 

□ des revendlcations, : 

□ des dessins, feuilles : 

5. □ Le present rapport a 6te fomnul^ abstraction faite (de certaines) des nnodiflcatlons, qui ont 6t6 consid§r6es 

comme allant au-del^ de rexpos6 de I'lnvention tel qu'il a 6te d6pos6, comme 11 est indiqu6 ci-apr6s (r^gle 
70.2(c)) : 

(Toute feuiile de remplacement comportant des modifications de cette nature doit etre indiqu4e au point 1 et 
annex4e au present rapport) 

6. Observations compl6nnentalres, le cas §ch§ant : 

III. Absence de formulation d'opinion quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibilite d'applicati n 
tndustrielle 

1 . La question de savoir si I'objet de invention revendlqu6e semble etre nouveau, impliquer une activity inventive 
(ne pas etre evident) ou etre susceptible d'application industrielle n'a pas §te examinee pour ce qui concerne : 

□ rensemble de la demande intemationale. 
IS les revendlcations n°M , 12 (partiellement). 

parce que : 

□ la demande Internationale, ou les revendlcations n°® en question, se rapportent a I'objet suivant, a regard 
duquel Tadministration chargee de I'examen pr^liminaire international n'est pas tenue effectuer un examen 
preliminaire international (preciser) : 

Kl la description, les revendlcations ou les dessins (en indiquerles 4l^ments ci-dessous), ou les revendlcations 
n*^ 12 (partiellement) en question ne sont pas clairs, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une 
opinion valable (preciser) : 
voir feuiile separee 

H les revendlcations, ou les revendlcations n*^ 1 (partiellement) en question, ne se fondent pas de fagon 
adequate sur la description, de sorte qu'il n'est pas possible de formuler une opinion valable. 

□ 11 n*a pas 6X6 etabli de rapport de recherche Internationale pour les revendications n^ en question. 

2. Le listage des sequences de nucleotides ou d'acides amines n'est pas conforme k la norme pr6vue dans 
I'annexe C des instructions administratives, de sorte qu'il n'est pas possible d'effectuer un examen preliminaire 
international significatif: 

□ le listage presente par §crit n'a pas 6te fourni ou n'est pas conforme k la norme. 

n le listage sous forme d^chiffrable par ordinateur n'a pas 6t6 fourni ou n'est pas conforme k la norme. 
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V. 



Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la possibillte 
d'application industrielle; citations et explications a Tappui de cette declaration 



1. 



Declaration 



Nouveaute 



Oui : 
Non : 



Revendications 
Revendications 



4-5, 10-11 
1-3, 6-9. 12 



Activity inventive 



Oui : 
Non : 



Revendications 
Revendications 



4-5, 10-11 



Possibility d'application industrielle Oui : 

Non : 



Revendications 
Revendications 



1-12 



2. Citations et explications 
voir feuille separee 



VI. Certain documents cites 

1 . Certains documents publies (regie 70.10) 
et / ou 

2. Divulgations non ^crites (regie 70.9) 
voir feuille separee 

Vli. Irregularites dans la demande Internationale 

Les irregularites suivantes, concernant la forme ou le contenu de la demande Internationale, ont §X§ constatees : 
voir feuille separee 

VIII. Observations relatives a la demande Internationale 

Les observations suivantes sont faites au sujet de la clarte des revendications, de la description et des dessins 
et de la question de savoir si les revendications se fondent entierement sur la description : 
voir feuille separee 
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Concernant ie point III 

Absence de formulation de rapport quant a la nouveaute, Tactivite inventive et la 
possibilite d'application industrielle 

La revendication 1 n'est que parliellennent supportee par la description. En consequence, 
une opinion ne sera ennise quand a la nouveaute et a I'inventivite de I'objet de cette 
revendication que sur la partie de la revendication supportee par la description (Article 
34.4(a)(ii) PCT), c'est a dire la partie incluant les limitations de la revendication 2. 

La revendication 12 n'est pas claire. En consequence, une opinion ne sera emise quand 
a la nouveaute et a I'inventivite de I'objet de cette revendication que sur la partie de la 
revendication qui est claire (Article 34.4(a)(ii) PCT), c'est a dire la partie excluant Ie terme 
"dauxorubicine". 

Concernant Ie point V 

Declaration motivee selon la regie 66.2(a)(ii) quant a la nouveaute, Tactivit' 
inventive et la possibilite d'application industrielle; citations et explications a 
I'appui de cette declaration 

II est fait reference aux documents suivants: 

DliHAEFFNER A ET AL JOURNAL OF IMMUNOLOGY, (1997 FEB 1) 158 (3) 1310-4. 
D2:WANG C Y ET AL. SCIENCE, (1996 NOV 1) 274 (5288) 784-7. 

Nouveaute (Article 33.2 PCT) 

Le document D2 (voir Figure 3; page 786, colonne de droite, second paragraphe) decrit 
I'utilisation de iKBa, un inhibiteur de NF-kB, en association avec la daunorubicine (une 
anthracycline), pour traiter des cellules cancereuses de fibrosarconne. Ce document 
montre egalement que iKBa augmente la cytotoxicite de la daunorubicine vis-a-vis des 
cellules cancereuses etudiees. 

Les revendications 1-7 concernent Tutilisation de composes inhibiteurs de I'activation du 
NF-kB pour la preparation de medicaments destines, en association avec une ou plusieurs 
molecules cytotoxiques (dont les anthracyclines), au traitement des hemopathies malignes 
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et des tumeurs solides et a la prevention ou au traitement de phenonnenes de resistance 
aux molecules cytotoxiques. 

Dans la mesure ou un fibrosarcome est considere comme une tumeur solide, les 
revendications 1-2, 6-7 ne se distinguent pas de I'art anterieur et ne sont pas nouvelles. 
Dans la mesure ou iKBa, pourrait se lier speciflquement aux recepteurs 
transmembranaires des cytokines de classe I dans les cellules de I'organlsme, la 
revendication 3 manque egalement de nouveaute. 

L'objet des revendications 4-5 est limite a {'utilisation de {'hormone de croissance humaine 
(hGH) ou de I'erythropoietine humaine et n'est pas anticipe par D2. Les revendications 
4-5 sont done nouvelles. 

Les revendications 8-12 concernent des compositions pharmaceutiques constitutes d'un 
inhibiteur du NF-kB et d'une molecule cytotoxique capable d'activer le NF-kB. De telles 
compositions sont decrites dans D2, en particulier I'association de iKBa avec une 
anthracycline. En consequence, les revendications 8-9 et 12 ne sont pas nouvelles. 
L'art anterieur ne decrit pas de compositions pharmaceutiques associant hGH ou EPO 
avec une molecule cytotoxique susceptible d'activer le NF-kB. En consequence, I s 
revendications 10-11 sont nouvelles. 

Activite inventive (Article 33.3 PCT) 

Le document D2 qui est considere comme l'art anterieur le plus proche conclut que 
inhibition de NF-kB potentialise la cytotoxicite de composes et/ou traitements activant le 
NF-kB et suggere I'utilisation de ce mecanisme pour ameliorer Tefficacite des therapies 
anticancereuses. 

L'utilisation d'un quelconque inhibiteur connu du NF-kB pour potentialiser les effets d'un 
compose cytotoxique ne peut done pas etre consideree comme inventive. 

Particulierement, le probleme que se propose de resoudre les revendications 4-5, 10-1 1 
peut etre considere comme etant de fournlr/utiliser des composes alternatifs, capables 
d'inhiber NF-kB pour potentialiser les effets de composes cytotoxiques susceptibles 
d'activer NF-kB. 

La solution proposee consiste a fournir/utiliser hGH et EPO. 
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II apparait au vue de la description page 4 lignes 13-17 que hGH et EPO sont deux 
inhibiteurs connus de ractivation du NF-kB. Le document D1 confirme que hGH est un 
inhibiteur de I'activatlon du NF-kB (page 1312 § "Cells expressing hGH show diminished 
NF-kB activation in response to LPS"). En consequence, les revendications 4-5 et 10-1 1 
ne sont pas inventives pulsque I'homme du metier combinerait les enseignements de D2 
et D1 pour solutionner le probleme pose. 

Application industrielle (Article 33.4 PCX) 

Les revendications 1-12 couvrent des compositions pharmaceutiques ainsi que 
I'utilisation de composes pour la fabrication de medicaments et sont succeptibles 
d'appllcation industrielle. 

Concernant le point VI 
Certains documents cites 

Certains documents publies (regie 70.10 PCT) 

Demande n° Date de publication Date de d^pdt Date de priority (vatablement revendiqu^e) 

Brevet n'' (jour/mois/ann^e) (iour/mois/ann6e) Qour/mois/ann^e) 

WO9906040 1 1 /02/1 999 04/08/1 998 04/08/1 997 

Concernant le point VII 

Irregularites dans la demande Internationale 

Contrairement a ce qu'exige la regie 5.1 a) ii) PCT, la description n'indique pas I'etat de 
la technique anterieure pertinent expose dans le documents D1 et ne cite pas ce 
document. 

Concernant le point VIII 

Observations relatives a la demande Internationale 

La r V ndication 1 concerne I'utilisation de composes inhibiteurs du NF-kB pour la 
preparation de medicaments destines au traitement des hemopathies malignes et des 
tumeurs solides (description page 3 lignes 20-23) et pour prevenir le phenomene de 
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resistance aux molecules cytotoxiques utilisees pour traiter ces cancers (description page 
3 lignes 24-29). Les figures 4 et 6 montrent que, en I'absence de molecule cvtotoxique 
(daunomvcvne) , les inhibiteurs du NF-kB testes (EPO et hGH) ont pour effet de diminuer 
le nombre de cellules mortes, soit I'inverse de I'effet recherche dans le cadre du traitement 
des hemopathies malignes et des tumeurs solides. En consequence, en ce qui concerne 
le traitement des hemopathies malignes et des tumeurs solides avec des composes 
inhibiteurs de I'activation du NF-kB non associes a des molecules cytotoxiques, la 
revendication 1 n'est pas supportee techniquement par la description et les exemples 
(Articles PCT). 

La revendication 12 indue le terme "dauxorubicine" qui ne semble pas correspondre a 
une molecule connue. En consequence, la revendication 12 n'est pas claire (Article 6 
PCT). Dans I'eventualite ou ce terme serait erronne, ['attention du demandeur est attiree 
sur la Regie 91 .1 (b) du PCT, la Gazette du PCT Section IV , VI-7.14 et sur le fait que au 
moins deux rectifications egalement plausibles seraient envisageables: les anthracyclines 
"daunorubicine" et "doxorubicine". L'erreur ne serait alors pas "evidente" dans le sens ou 
il n'apparait pas clairement quelle doit etre la rectification. 
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(57) Abstract 

The invention concerns the use of the nuclear factor NF-/cB inhibitors for treating cancers, and more particularly malignant haemopathy 
and solid tumours, as well as product containing a NF-/cB activation inhibitor compound and a cytotoxic molecule capable of activating 
the NF-kB factor as a combined preparation for simultaneous, separate or prolonged use for treating said pathologies. 

(57) Abr^gd 

La pr&ente invention a pour objet r utilisation d'inhibiteurs du facteur nucl6aire NF-kB, dans le cadre du traitement de cancers, et 
plus particuliferement d'h6mopathies malignes ou de tumeurs solides, ainsi que les produits contenant un compost mhibiteur de Tactivation 
de NF^kB et une molecule cytotoxique susceptible d'activer le facteur NP^kB. en tant que preparation de combinaison pour une utilisation 
simultande, separ6e, ou 6tal6e dans le temps pour le traitement desdites pathologies. 
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INHBBITEURS DE L'ACTTVATION DE NF-kB, ET LEURS 
UTILISATIONS PHARMACEUTIQUES 



5 La pr6sente invention a pour objet Tutilisation d'inhibiteurs biologiques de 

NF-kB, dans le cadre du traitement de cancers, et plus particuliferement 
d*h6mopathies malignes ou de tumeurs solides. 

De nombreuses cellules tumorales ont d6veloppe des mteanismes 
sophistiqu6s leur permettant de r6sister k Teffet de certains agents utilises en 

10 chimioth6rapie anticanc6reuse. Une des parades actuelles d6velopp6es par les 
cliniciens est T augmentation du dosage de ces m6dicaments, avec pour 
consequence une aggravation des effets secondaires observ6s chez les patients. 
Ainsi par exemple, la plupart des leuc6mies et certains lymphomes sont trait6s 
par r administration d'anthracyclines (daunomycine, dauxorubicine) dont la 

15 toxicit6 se manifeste sur des fonctions vitales (hdpatique, cardiaque...) 
(Gauthier, PH, 1987, Gaz Med Fr, 94:43-49). 

Le mecanisme d'action de ces medicaments a €t6 bien 6tudi6 et aboutit 
essentiellement k la mort des cellules tumorales par apoptose (Hannun YA, 
Blood, 89:1845-1853). Pour 6chapper k Tapoptose, les cellules utilisent une 

20 cat6gorie de prot6ines codecs par des gdnes d6noimn6s multidrug resistant genes 
(MDR) qui leur permettent de controler T entree ou la sortie de differentes 
molecules (Pastan I, Gottesman MM, 1991, Annu Rev Med, 42:277-286). Dans 
le cas des agents anticanc6reux, ceux-ci sont 6vacu6s activement par 
rinterm6diaire de la P-glycoprot6ine (P-gp), produit du gene MDRL 

25 Comme tout gfene, Texpression des MDR est contr616e par differents 

facteurs nucleaires. Ainsi, il a 6t6 r6cemment montr6 que le gene MDRl 
poss6dait dans sa partie r6gulatrice des sites de fixation du facteur NF-kB (Zhou 
G, Kuo MT, 1997, J Biol Chem, 272:15174-15183). Ce facteur nucl6aire, qui 
par ailleurs joue un role considerable dans de nombreuses situations 

30 inflammatoires (Barnes PJ, Karin M, 1997, N Engl J Med, 336:1066-1071) 
participerait k 1' activation du gfene MDRl, 

Plusieurs travaux r6cents ont 6tabli un lien entre 1' inhibition de T activation 
de NF-kB et la potentialisation de T apoptose. Dans les premidres experiences 
rapportees (Wang CY et coll., 1996, Science, 272:784-786, Van Antwerp DJ et 

35 coll., 1996, Science, 272:787-789) les auteurs ont valid6 leurs donntes en 
utilisant des lign6es manipulees g6n6tiquement pour obtenir T inhibition ou la 
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surexpression de l'activit6 NF-kB. Ceci ne permet done pas d*en tirer 

directement des applications th6rapeutiques. 

Dans une autre 6tude, les auteurs ont teste les effets de difKrents 

inhibiteurs de prot6ases empechant I'activation de NF-kB (pyrolidine 
5 dithiocarbamate, N-tosyl-L-lysyl chloromethylcetone, A/^ac6tyl cyst6ine) sur une 

lignte de macrophages murins (Mannick EE et coil,, 1997, Mediators of 

Inflammation, 6:225-232). Les auteurs de cet article concluent sur le lien 

possible entre Tinhibition de NF-kB et Tinduction de I'apoptose des cellules 

inflammatoires et immunes. 
10 Enfin, une autre approche ax6e sur I'inhibition des effets inflammatoires 

de NF-kB, a consist^ k surexprimer Tinhibitexu: naturel de NF-kB, la mol6cule 

IkB, par th6rapie gdnique (Makarov SS et coll., 1997, Gene Ther, 4:846-852). 

Cette technologie est encore au stade de developpement du fait de la complexite 

de la vectorisation n6cessaire k son bon fonctionnement. 
15 La pr6sente invention decoule de la mise en evidence par les Inventeurs de 

nouveaux effets de Thormone de croissance humaine (hGH), d6nomm6e 

dgalement somatotropme, k savoir d*une part que rhGH, et autres compos6s se 

liant sp6cifiquement aux recepteurs transmembranaires des cytokines de classe I, 

sont des inhibiteurs de I'activation de NF-kB par une mol6cule cytotoxique, et, 
20 d'autre part que I'hGH, et autres compos6s susmentionn6s, permettent de 

potentialiser les effets de molecules cytotoxiques et done de r6duire les 

concentrations de ces demieres dans le cadre de traitements th^rapeutiques. 

Tout d'abord, les Inventeurs ont observe que les monocytes humains 

r6pondaient moins k une stimulation par les lipopolysaccharides (LPS) quand ils 
25 6taient cultiv6s en pr6sence d'hGH recombinante exogene. Les Inventeurs en ont 

conclu que ThGH inhibait I'activation de NF-kB aprte stimulation par les LPS 

(Haef&er A et ccU., 1997, J Immunol, 158:1310-1314). 

Puis, les Inventeurs ont mis en Evidence que les monocytes humains 

mouraient aprfes le pontage (ou Tengagement) de la molecule de surface 
30 AP01/CD95/Fas, et ont montrfi que I'hGH diminue la mort mediee k travers la 

mol6cule Fas, en augmentant la synthese d*un proto-oncogene antiapoptogene, 

Bcl-2. 

Enfiii, les Inventeurs ont 6tudi6 les effets de I'hGH sur la reponse au 
TNF-a car Fas et le recepteur p55 du TNF-a appartiennent k la meme famille 
35 des r6cepteurs de croissance nerveuse. La lignfie leuc6mique promy61oide 
humaine U937 a 6te utilis6 pour r6aliser ce travail, du fait de Tinsensibilite des 
monocytes humains k la mort m6diee par le TNF-a. L'obtention de r6sultats 
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inverses a ceux observ6s avec Fas, k savoir que ThGH accelfere la mort des 
cellules m6diee par le TNF-a, a permis aux Inventexirs de conclure sur Teffet 
inhibiteur de VhGH sur Tactivation de NF-kB par le TNF-a ou par d'autres 
mol6cules cytotoxiques activant NF-kB, telle que la daunomycine. 
5 Ainsi, la pr6sente invention a pour but de foumir une nouvelle m6thode de 

traitement des cancers, et plus particuliferement des h6mopathies malignes et des 
tumeurs solides, offrant Tavantage d'am61iorer k la fois la r6ponse des malades k 
certains traitements anticanc6reux et egalement, potentiellement, r6tat g6n6ral 
du malade. 

10 L' invention a 6galement pour but de foumir de nouveaux produits destin6s 

au traitement desdites pathologies, pr6sentant k la fois Tavantage d'augmenter la 
r6ponse des cellules tumorales k la chimioth6rapie, et celui d'am61iorer r6tat 
general des patients. Les nouveaux produits de T invention permettent de 
diminuer Tactivation du facteur NF-kB par rinterm6diaire du compost 

15 inhibiteur de T activation de NF-kB utilis6, tel que Thormone de croissance 
humaine, ce qui est susceptible d'entrainer Tinhibition de la transcription des 
gfenes MDR et done un renforcement des effets cytotoxiques des agents 
antitumoraux utilis6s, avec pour consequence attendue la diminution du dosage 
de ces medicaments antitumoraux. 

20 L* invention a pour objet Tutilisation de composes inhibiteurs de 

Tactivation de NF-kB, pour la preparation de m&iicaments destines au 
traitement des hemopathies malignes et des tumeurs solides. 

L' invention a plus particulierement pour objet 1' utilisation de composes 
inhibiteurs de NF-kB, pour la preparation de medicaments destines k la 

25 prevention de 1' apparition, ou au traitement, de phenomenes de resistance aux 
molecules cytotoxiques utilis6es dans le cadre du traitement des pathologies 
susmentionnees, ces ph6nomenes de resistance apparaissant chez les patients 
traites par ces mol6cules lorsque ces dernieres sont susceptibles d'activer 
NF-kB. 

30 Par composes inhibiteurs de T activation de NF-kB (encore designes 

composes inhibiteurs de NF-kB), on entend tout compose capable d'inhiber dans 
les cellules de Torganisme, T activation de NF-kB faite par des molecules 
f cytotoxiques utilisees dans le cadre du traitement des pathologies 

susmentionnees, et done tout compose capable d'mhiber la synthase de proteines 

35 (telle que la P-gp) permettant aux cellules d'evacuer ces molecules avant qu'elles 
n'aient pu atteindre leurs cibles moieculaires. 
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L'invention concerae plus particulierement I'utUisation susmentionnee de 
composes inhibiteurs de I'activatioii de NF-kB. en assodauuu avee uiie ou 
plusieurs molecules cytotoxiques utilisables dans le cadre du traitement des 
Mmopathies malignes ou des tumeurs solides. lesdites molecules cytotoxiques 
5 6tant susceptibles d' activer le facteur NF-kB . 

Avantageusement. les composes inhibiteurs de I'activation de NF-kB 
utUis6s dans le cadre de la pr6sente invention, sont des compos6s se liant 
specifiquement aux rdcepteurs transmembranaires des cytokines de classe I dans 
les ceUules de I'organisme. De pr6f6rence, lesdits compos6s sont choisis parmi 
10 ceux se liant aux r6cepteurs susmentionnes dont les sequences en acides amin6s 
des parties transmembranaires, intracytoplasmiques et extramembranaires 
pr6sentent une homologie d'environ 50 % k environ 70 % . 

L'invention a plus particulierement pour objet I'utQisation susmentionn6e 
de compos6s inhibiteurs de I'activation de NF-kB tels que d6finis ci-dessus, 
15 choisis panni I'hormone de croissance, la prolactine, r6rythropoi6tine, 
rinterleukine^. I'interleukine-?. le G-CSF. le GM-CSF, rinterleukine-3, 
l*interleukine-6, d'origine humaine ou autres mammiferes. 

De pr6f6rence, lesdits compos6s sont choisis parmi I'hormone de 
croissance, ou l'6rythropoi6tine. 
20 A ce titre l'invention a plus particulierement pour objet I'utilisation 

susmentionn6e : 

- de I'hormone de croissance humaine, teUe qu'obtenue par extraction a 
partir d'extraits hypophysaires, et purification, 

- ou, avantageusement, de I'hormone de croissance humaine 
25 recombinante telle que cod6e par la sequence nucl6otidique SEQ ID NO 1, ou 

par toute s6quence nucl6otidique ddrivee de cette demiere par d6g6nerescence du 
code g6n6tique et 6tant nfianmoins capable de coder pour I'hormone de 
croissance humaine dont la sequence en acides amines est repr6sent6e par SEQ 
ID NO 2, ladite hormone de croissance dtant obtenue par transformation de 
30 ceUules appropri6es k I'aide de vecteurs contenant une sequence nucl6otidique 
telle que d6crite ci-dessus, r6cup6ration de la prot6ine recombinante produite par 
lesdites cellules, et purification. 

L'invention conceme 6galement I'utilisation susmentionn6e, de toute 
sequence peptidique derivee par addition et/ou suppression et/ou substitution 

"35 d'm olTpliisieurs acides amin6s de la s6quence SEQ-ID-NG-2ret conservant la 

propriety de I'hormone de croissance humaine d'inhiber Tactivation de NF-kB. 
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invention a plus particuli6rement ponr objet encore I'utilisation 
susmentionnee de r6r/thropoi6tine humaine recombinante telle que cod6e par la 
sequence nucl6otidique SEQ ID NO 3, ou par toute s6quence nucl6otidique 
d6rivee de cette demifere par d6g6n6rescence du code g6n6tique et 6tant 
5 n6anmoins capable de coder pour r6rythropoi'6tine humaine dont la s6quence en 
acides amin6s est repr6sent6e par SEQ ID NO 4, ladite 6rythropoi6tine 6tant 
obtenue par transformation de cellules appropri6es k Taide de vecteurs contenant 
xme s6quence nucl6otidique telle que d6crite ci-dessxis, r6cup6ration de la 
prot6ine recombinante produite par lesdites cellules, et purification., 

10 L'invention conceme 6galement Tutilisation susmentionnee, de toute 

s6quence peptidique d6riv6e par addition et/ou suppression et/ou substitution 
d'un ou plusieurs acides amin6s de la sdquence SEQ ID NO 4, et conservant la 
propri6te de r6rythropoi6tine humaine d*inhiber Tactivation de NF-kB. 

L'invention a plus particuli^rement pour objet Tutilisation susmentionn6e 

15 de composes inhibiteurs de Tactivation de NF-kB tels que definis ci-dessus, pour 
la preparation d'un m6dicament administrable par voie parent6rale (IM, IV, SC), 
notamment k raison : 

- d'environ 2 Ul/kg de poids corporel/joxu- dans le cas de Thormone de 
croissance humaine, 

20 - d* environ 150 Ul/kg de poids corporel/jour dans le cas de 

r^rythropoidtine humaine. 

Parmi les mol6cules cytotoxiques susceptibles d'activer le facteur NF-kB 
utilises en association avec lesdits composes inhibiteurs de Tactivation de 
NF-kB dans le cadre de la pr6sente invention, on pent citer : 

25 - les cytokines, 

- les anthracyclines, dont la daunomycine, la dauxorubicine, 

- les vinca-alcalo'ides, telles que la vinblastine et la vincristine, 

- la paclitaxele (ou Taxol, DCI). 

Avantageusement, le dosage des mol6cules cytotoxiques utilis6es en 
30 association avec lesdits composes est environ 2 a environ 5 fois inferieur au 
dosage de ces memes mol6cules utilis6es seules dans le cadre du traitement des 
h6mopathies malignes et des tumetu-s solides. 

A titre d' illustration : 

- la posologie joumaliere usuelle de la daunomycine ou la dauxorubicine 
35 6tant de 40 k 60 mg/m^, la posologie de ces demiferes dans le cadre la pr6sente 

invention est d' environ 5 i 30 mg/m^, 
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- la posologie joxxrnalifere usuelle de la vinblastine 6tant de 5 i 7 mg/m^, 
la posologie de cette dernifere dans le cadre la pr6sente invention est d' environ 1 
k 4 mg/m^, 

- la posologie joumalifere usuelle de la vincristine 6tant de 1 ^ 2 mg/rn^, 
5 la posologie de cette demiere dans le cadre la pr6sente invention est d' environ 

0,lklmg/m2 

- la posologie joumaliere usuelle du taxol etant d'environ 75 mg/nfi, la 
posologie de ce dernier dans le cadre la pr6sente invention est d'environ 15 a 
35 mg/m2, 

10 Parmi les cancers susceptibles d'etre trait6s dans le cadre de la presente 

invention, on peut citer principalement : 

- les hemopathies malignes telles que leucemies, lymphomes, 

- les tumeurs solides telles que celles de I'ovaire, ou du sein. 
L*invention a egalement pour objet tout produit contenant : 

15 - un compos6 inhibiteur de Tactivation de NF-kB tel que dScrit ci-dessus, 

et plus particuliferement un compos6 se liant sp6cifiquement aux rdcepteurs 
transmembranaires des cytokines de classe I tels que d6finis ci-dessus, 

- et une mol6cule cytotoxique susceptible d'activer le facteur NF-kB, 

en tant que preparation de combinaison pour une utilisation simultanee, 
20 s6par6e ou 6tal6e dans le temps pour le traitement des hemopathies malignes et 
des tumeurs solides. 

L'invention a 6galement pour objet tout produit tel que d6fini ci-dessus, en 
tant que preparation de combinaison pour une utilisation shnultanee, separ6e ou 
6talee dans le temps pour la prevention de 1' apparition, ou pour le traitement, de 
25 phfinomenes de resistance aux molecules cytotoxiques utilisees dans le cadre du 
traitement des pathologies susmentionnees, apparaissant chez les patients traites 
par ces molecules lorsque ces dernieres sont susceptibles d'activer NF-kB. 

L* invention conceme plus particulierement tout produit tel que d6fini ci- 
dessus, caracterise en ce qu'il comprend k titre de compose inhibiteur de 
30 Tactivation de NF-kB, I'hormone de croissance, la prolactine, rerythropoietine, 
rinterleukine-4, rinterleukine-7, le G-CSF, le GM-CSF, rinterleukine-3, 
rinterleukine-6. 

Des produits particulierement prefer6s dans le cadre de la presente 
invention, sont ceux comprenant k titre de compose inhibiteur de Tactivation de 
" 35 NF-KBv rhormone de croissance, ou rerythropoietine. ~~ 

L' invention a plus particulierement pour objet tout produit tel que defini 
ci-dessus, caracterise en ce qu'il comprend : 
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- rhonnone de croissance humaine telle qu'obtenue par extraction a 
partir d^extraits hypophysaires, et purification, 

- ou, avantageusement, rhormone de croissance humaine recombinante 
telle que d6crite ci-dessus, cod6e par la sequence nucleotidique SEQ ID NO 1, 
ou par toute sequence nucl6otidique d6riv6e de cette demifere par d6g6n6rescence 
du code g6n6tique et 6tant n6anmoins capable de coder pour rhormone de 
croissance humaine dont la sequence en acides amin6s est repr6sent6e par SEQ 
ID NO 2, ou toute s6quence peptidique d6riv6e par addition et/ou suppression 
et/ou substitution d'un ou plusieurs acides amines de la sequence SEQ ID NO 2, 
et conservant la propri6t6 de Thormone de croissance humaine d'inhiber 
r activation de NF-kB. 

L' invention a 6galement pour objet tout produit tel que d6fijii ci-dessus, 
caract6ris6 en ce qu'il comprend de Terythropoi^tine humaine recombinante telle 
que d6crite ci-dessus, codec par la s6quence nucl6otidique SEQ ID NO 3, ou par 
toute sequence nucl6otidique d6riv6e de cette demifere par d6g6n6rescence du 
code g6n6tique et 6tant n6amnoins capable de coder pour r6rythropoi6tine 
humaine dont la sequence en acides amin6s est repr6sent6e par SEQ ID NO 4, 
ou toute sequence peptidique d6riv6e par addition et/ou suppression et/ou 
substitution d'un ou plusieurs acides amines de la s6quence SEQ ID NO 4, et 
conservant la propri6t6 de r6rythropoY6tine humaine d'inhiber I'activation de 
NF-kB. 

L'mvention conceme 6galement tout produit tel que d6crit ci-dessus, 
caracteris6 en ce qu*il comprend a titre de molecule cytotoxique susceptible 
d'activer le factexir NF-kB, toute mol6cule choisie parmi les suivantes : 

- les cytokines, 

- les anthracyclines, dont la daunomycine, la dauxorubicine, 

- les vinca-alcaloides, telles que la vinblastine et la vincristine, 

- la paclitaxele (ou Taxol, DCI). 

Des produits tels que d6finis ci-dessus pr6f6r6s dans le cadre de la pr6sente 
invention, sont caract6ris6s en ce qu'ils contiennent : 

- rhormone de croissance et la daunomycine ou la dauxorubicine, dans des 
proportions telles que leur posologie joumalifere est d' environ 2 Ul/kg 
d'hormone de croissance pour envuron 5 k 30 mg/m^ de daunomycine ou 
dauxorubicine, 

- rhormone de croissance et la vinblastine, dans des proportions telles que 
leur posologie joumaliere est d'environ 2 Ul/kg d'hormone de croissance pour 
environ lk4 mg/m^ de vinblastine, 
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- rhonnone de croissance et la vincristine, dans des proportions telles que 
leur posoiogie joumali&re est d'environ 2 Ul/kg d'hormone de croissance pour 
environ 0,1 a 1 mg/m^ de vincristine, 

- rhonnone de croissance et le taxol, dans des proportions telles que leur 
5 posoiogie joumaliere est d'environ 2 Ul/kg d*hormone de croissance pour 

environ 15 <l 35 ing/m^ de taxol, 

- r6rythropoi6tine et la daunomycine ou la dauxorubicine, dans des 
proportions telles que leur posoiogie joumalidre est d'environ 150 Ul/kg 
d*erythropoi6tine pour environ 5 ^ 30 mg/m^ de daunomycine ou dauxorubicine, 

10 - r6rytbropoi6tine et la vinblastine, dans des proportions telles que leur 

posoiogie journalifere est d'environ 150 Ul/kg d'erythropoi6tine pour environ 1 a 
4 mg/m^ de vinblastine, 

- r6rythropoi6tine et la vincristine, dans des proportions telles que leur 
posoiogie journaliere est d'environ 150 Ul/kg d'6rythropoYetine pour environ 

15 0, 1 a 1 mg/m^ de vincristine, 

- I'drythropoKtine et le taxol, dans des proportions telles que leur 
posoiogie joumaliere est d'environ 150 Ul/kg d*6rythropoietine pour environ 15 
k 35 mg/m^ de taxol. 

L'invention est illustr6e h, I'aide de la description detaill6e qui suit de 
20 I'effet in vitro de Thormone de croissance et de r6rythropoi6tine sur des lignees 
cellulaires tumorales. 

l)Exemplen*'l : 

25 Un gene de s61ection (neomycin resistant, Neo^) et le gene codant pour 

rhonnone de croissance humaine (hGH) ont ete co-transfectes dans la lignee 
leucemique promy61oide humaine U937. En comparant la lignee transfectee 
U937-hGH (qui produit de fafon constitutive I'hGH k des doses physiologiques), 
soit a la lignee parentale U937, soit a une lignee transfect6e avec Neo^^ seul, on 

30 observe par diff6rentes approches m6thodologiques que la lign6e U937-hGH 
meurt davantage sous I'effet du tumor necrosis factor (TNF-a). Cette cytokine 
s6cr6t6e par differents types de cellules immunes possfede une activite 
antitumorale (Harakana, K et coll., 1984, Int J Cancer, 34:263-267) et est 
capable de promouvoir I'activation de NF-kB (Baeuerle PA, Henkel T, 1994, 

35 AnnRev Imminol,7l2ri4M79)r 

Les cellules U937-hGH et les cellules contrdles U937-Neo ont ete mises en 
culture pendant 48 heures en presence de concentrations croissantes de TNF-a 
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recombinant. A Tissue de cette culture, les cellules lav6es ont €t€ incub6es en 
pr6sence d'iodure de propidium qui s'incorpore dans I'ADN des cellules mortes. 
Les cellules sont analys6es par cytom6trie en flux. 

La Figure n°l montre I'augmentation de 1' incorporation d'iodure de 
propidium en fonction des doses croissantes de TNF-a exprimtes en unites 
intemationales (UI). Pour les cellules U937 (lign6e "mfere" ayant servi k obtenir 
les lign6es U937-liGH), avec I'augmentation de la concentration de TNF-a on 
observe ime 16gfere augmentation du pourcentage de cellules fluorescentes (done 
mortes) due k 1' incorporation d'iodure de propidium (fluorescence rouge). Cette 
figure met par contre bien en Evidence le fait que ces valeurs sont beaucoup plus 
61evees pour la lign6e U937-hGH, en fonction des doses croissantes de TNF-a 
ajout6es au milieu de culture. 

II est ainsi d6montr6 que la presence dans les cultures cellulaires d'hGH 
produite par les lignees U937 transfect6es avec le gene de VhGH, augmente leur 
susceptibility k 1' induction de mort m6di6e par le TNF-a. 

2) Exenq)le n"! : 

Ayant rapport6 dans une 6tode pr6cedente que I'hGH pouvait intervenir 
dans I'inhibition de I'activation de NF-kB m6di6e par les lipopolysaccharides 
(Haeffner A et coll., 1997, J Immunol, 158:1310-1314), les Inventeurs ont 
6mdi6 le stamt de NF-kB lors de la stimulation des diff6rentes lign6es par le 
TNF-a. 

La Figure n**2 repr^sente le resultat d'une analyse par gel retard. Sur ce 
gel ont €t6 d6pos6s des extraits nucl6aires provenant des cellules U937-hGH et 
U937 (lign6e "mere" ayant servi k obtenir les lign6es U937-liGH) soxmiises a 
difKrents inducteurs dont le TNF-a ou le TNF-a et la cycloheximide (inhibiteur 
de synthase prot6ique). Cette experience indique clairement que la presence de 
NF-kB dans les noyaux des ceUules U937-hGH est diminu6e par rapport aux 
cellules contrdles. 

La presence de NF-kB est attest6e sur les lignes 4 et 5 qui repr6sentent la 
migration des extraits nucl6aires de cellules U937 stimuiees par le TNF-a, et 
pre-incub6s, soit avec une sonde froide NF-kB mut6e qui ne d6place pas le 
signal (ligne 4), soit avec une sonde froide NF-kB homologue qui inhibe le 
signal (ligne 5). 

La Figure n°3 repr6sente le r6sultat d'un enzyme immunoassay (ELISA) 
r6alis6 avec le lysat de cellules U937-hGH et U937-Neo transfect6es de fafon 
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transitoire avec nn plasmide contenant des sequences NF-kB dans le promoteur 
du gene rapporteur codant pour la chloramphenicol-acetyl-transferase (CAT) 
(Chiao P et coll., 1994, Proc Natl Acad Sci USA, 91:28-32). 

Les cellules sont transfectees par 61ectroporation puis incubees avec le 
TNF-a. A Tissue de la culture, les cellules sont lys6es et Tactivit^ CAT est 
mesurte par un ELISA conunercial (Boehringer-Mannheim), selon les 
recommandations du foumisseur. 

La figure montre que Tactivitd CAT, reflet de la pr6sence de NF-kB, est 
diminuee dans les cellules U937-hGH par rapport aux cellules contrdles, apres 
stimulation par le TNF-a. 

Les r6sultats pr6sent6s dans les Figures 2 et 3 demontrent done par deux 
approches m6thodologiques diff6rentes, que la synthese de ISfF-KB est diminuee 
dans U937-hGH par rapport a la lignee controle. 

3) Exemple n°3 : 

L'utilisation du TNF-a etant tres difficile en clinique humaine du fait des 
effets secondaires adverses, les Inventeurs se sont int6ress6s k la daunomycine. 
Cette anthracycline utilis6e en th6rapie anticancereuse sous le nom de 
CerubidineR agit en s*intercalant dans les s6quences de TADN cellulaire, 
perturbant de ce fait le fonctionnement cellulaire. Tout comme le TNF-a 
(Baeuerle PA, Henkel T, 1994, Ann Rev Immunol, 12:141-179), la 
daunomycine active NF-kB (Das KC, AVhite CW, 1997, J Biol Chem, 
272:14914-14920). 

La Figure 4 indique que la lign6e U937-hGH est 6galement plus sensible 
que la lign6e controle k la mort m6diee par la daunomycine. 

4) Exemple n*'4 : 

Pour tester la possibilit6 d'utiliser Tobjet de la pr6sente invention sur des 
tumeurs non lymphoides, les Inventeurs ont utilisfi ThGH pour essayer 
d'inverser le ph6notype "adriamycine resistant" de cellules isolees a partir d'un 
adenocarcinome ovarien humain IGROV/ADR (B6nard J et coll., 1985, Cancer 
Res, 45:4970-4979). 

Connne 'illustr6 par la Figure 5, ces ceUules' sont Unsensibles" a Teffet 
toxique de la daunomycine ajout6e a la culture (groupes hGH 0 ng/ml). 
L'adjonction d'hGH recombinante (Saizen^, laboratoire Serono) rend ces 
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cellTiles sensibles a la daunomycine, avec un effet maximal observe pour la plus 
faible dose d'hGH utilis6e ici, soit 5 ng/ml. 

Ce r6sultat prouve d'une part que des resultats d'aggravation de mortalitd 
peuvent etre obtenus aussi bien avec de ThGH exogfene recombinante qu'avec les 
lign6es transfectfees susmentiomi^es, et que d'autre part, la presente invention 
pent s*appliquer k des tumeurs solides non lymphoides. 



5) Exemple n**5 : 

L*6rythropoi6tine (EPO), une autre molecule que hGH appartenant k la 
meme famille des cytokines de classe I, a ete testee sur des cellules de carcinome 
renal humain (RCC) HEEG. 

4.10^ cellules RCC ont et6 transfectees de fa^on transitoire a Taide d'un kit 
Effecten^ , soit avec 3^g d'un plasmide portant le gene codant pour EPO (cellules 
RCC-EPO), soit avec 3^g d*un plasmide codant pour la resistance k la n6omycine 
(cellules RCC-Neo) comme contrSle negatif. 48 heures apr^s, les RCC ont ete 
mises en presence de daunomycine k deux concentrations differentes : 0,3 et 0,6 
\iM. Le nombre de cellules survivantes a ete mesur6 48 heures plus tard par 
cytometrie en flux (Figure 6). 

Les resultats de Texperience 1 exprimes en nombre de cellules vivantes sont 

les suivants : 

RCC-Neo RCC-EPO 

daunomycine 0\xM 1 4745 269 1 1 

daunomycine 0,3jiM 1 1382 3487 

daunomycine 0,6^M 10179 8551 



Les resultats de Texp^rience 2 exprimes en nombre de cellules vivantes sont 
les suivants : 

RCC-Neo RCC-EPO 
daunomycine O^iM 201 50 291 02 

daunomycine 0,3^M 8891 2693 
daunomycine 0,6fiM 7001 4739 



Les resultats montrent que dans deux experiences dijBFerentes (experiences 1 
et 2), la presence conjointe de daunomycine et d*EPO aggrave sensiblement la 
mortalite cellulaire, avec un effet plus marque pour la plus faible dose de 
daunomycine utilisee. 
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Legendes des figures : 

- Figure 1 : Effet de rhormone de croissance sur la mortalite des cellules 
exposees au TNF-a : le pourcentage des cellules mortes (IP+) est indiqu6 en 

5 ordonnee, les colonnes blanches correspondant aux cellules de la souche U937- 
Neo, les colonnes noires correspondant aux cellules de la souche U937-hGH ; 
les concentrations de TNF-a sont indiquees en abscisse en Ul/ml. 

- Figure 2 : Effet de rhormone de croissance sur la translocation de NF- 
10 kB ; la colonne 1 correspond aux cellules U937 de contrdle, la colonne 2 

correspond aux cellules U937 traitees par TNF-a + cycloheximide, la colonne 3 
correspond aux cellules U937 traitees par TNF-a, la colonne 4 correspond aux 
cellules U937 traitees par TNF-a + une sonde NF-kB mut6e, la colonne 5 
correspond aux cellules U937 traitees par TNF-a -h une sonde NF-kB 
15 homologue, la colonne 6 correspond aux cellules U937-hGH de contr61e, la 
colonne 7 correspond aux cellules U937-hGH traitees par TNF-a + 
cycloheximide, la colonne 8 correspond aux cellules U937-hGH trait6es par 
TNF-a ; la presence de NF-kB est mdiquee par une fleche, 

20 - Figure 3 ; Effet de 1' hormone de croissance sur Tactivite rapporteur 

CAT ; le pourcentage de variation de I'activite CAT est indiqu6 en abscisse ; les 
deux colonnes de gauche repr6sentent les deux experiences effectuees sur les 
cellules U937-Neo, et les deux colonnes de droite representent les deux 
experiences independantes effectuees sur les cellules U937-hGH. 

25 

- Figure 4 : Effet de 1' hormone de croissance sur I'apoptose induite par la 
daunomycine ; le pourcentage des cellules mortes (IP-f) est indiqu6 en 
ordonn6e, les coloxines blanches correspondant aux cellules de la souche U937- 
Neo, les colonnes noires correspondant aux cellules de la souche U937-hGH ; 

30 les pourcentages indiques montrent I'augmentation de la mortalite des cellules ; 
les concentrations de daunomycine sont indiqu6es en abscisse en jlcM. 

- Figure 5 : Effet de 1' hormone de croissance sur I'apoptose de la lignee 
IGROV/ADR, induite par la daunomycine ; le pourcentage des cellules mortes 

35 (IP +) est ihdique eh "ofd6nnee7 les diffefehtes "colonnes c6rresp6n<iant"aux 
differentes concentrations d'hGH utilisees (0, 5, 50, 500, 1000 ng/ml) ; les 
concentrations de daunomycine sont indiquees en abscisse en /iM. 
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- Figure 6 : Effet de rerythropoietine sur Tapoptose de la lignee de 
carcinome renal humain HIEG, indxiite par la daunomycine : pour chacune des 
experience 1 et 2, le nombre de cellules vivantes est indiqu6 en ordonn6e, les 
colonnes blanches correspondant aux cellules RCC-Neo, les colonnes noires 
correspondant aux cellules RCC-EPO ; les concentrations de daunomycine sont 
indiquees en abscisse en fiM. 
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REVENDICATIONS 

5 !• Utilisation de composes inhibiteurs de I'activation du facteur nucleaire 

kB (NF-kB), pour la preparation de medicaments destines au traitement des 
hemopathies malignes et des tumeurs solides, et a la prevention de 1' apparition, 
ou au traitement, de phenomenes de resistance aux molecules cytotoxiques 
utilisees dans le cadre du traitement des pathologies susmentionnees, 
10 apparaissant chez les patients traites par ces molecules lorsque ces demieres sont 
susceptibies d*activer NF-kB. 

2. Utilisation de composes inhibiteurs de I'activation de NF-kB selon la 
revendication 1, pour la preparation de m6dicaments destines au traitement des 

15 hemopathies malignes et des tumeurs solides, en association avec une ou 
plusieurs molecules cytotoxiques utilisables dans le cadre du traitement des 
pathologies susmentionnees et susceptibies d'activer le facteur NF-kB. 

3. Utilisation selon la revendication 1 ou la revendication 2, de composes 
20 mhibiteurs de I'activation de NF-kB se liant specifiquement aux recepteurs 

transmembranaires des cytokines de classe I dans les cellules de I'organisme, 
tels que les compos6s choisis parmi I'hormone de croissance ou 
I'erythropoKtine. 

25 4. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3 : 

- de rhormone de croissance humaine, telle qu'obtenue par extraction a 
partir d'extraits hypophysaires, et purification, 

- ou de rhormone de croissance humaine recombinante telle que codec 
par la sequence nucleotidique SEQ ID NO 1, ou par toute sequence 

30 nucleotidique derivee de cette demiere par d6g6nerescence du code genetique et 
etant n6anmoins capable de coder pour I'hormone de croissance humaine dont la 
sequence en acides amines est representee par SEQ ID NO 2, ladite hormone de 
croissance 6tant obtenue par transformation de cellules appropriees a I'aide de 
vecteurs contenant une sequence nucl6otidique telle que decrite ci-dessus, 

35 recuperation de^ la prqtejne reconabiiiante produite^par lesdites cellules, et 
purification, 

- ou de toute sequence peptidique derivee par addition et/ou suppression 
et/ou substitution d'un ou plusieurs acides amines de la sequence SEQ ID NO 2, 
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et conservant la propri6t6 de rhormone de croissance huraaine d*inhiber 
ractivation de NF-kB. 

5. Utilisation selon Tune des revendications 1 a 3 : 

- de l'erythropoi6tine hximaine recombinante telle que codee par la 
sequence nucleotidique SEQ ID NO 3, ou par toute sequence nucleotidique 
derivee de cette demiere par degen6rescence du code g6n6tique et 6tant 
neanmoins capable de coder pour r6rythropoietme humaine dont la sequence en 
acides amines est representee par SEQ ID NO 4, ladite 6rythropoi6tine 6tant 
obtenue par transformation de cellules appropriees a Taide de vecteurs contenant 
une sequence nucleotidique telle que decrite ci-dessus, recuperation de la 
proteine recombinante produite par lesdites cellules, et purification., 

- ou de toute sequence peptidique d6rivee par addition et/ou suppression 
et/ou substitution d'un ou plusieurs acides amines de la sequence SEQ ID NO 4, 
et conservant la propriety de r6rythropoietine humaine d'inhiber Tactivation de 
NF-kB. 

6. Utilisation de composes inhibiteurs de Tactivation de NF-kB selon 
Time des revendications 1 kl, en association avec une ou plusieurs molecules 
cytotoxiques susceptibles d'activer le facteur NF-kB choisies parmi : 

- les cj^okines, 

- les anthracyclines, dont la daimomycine, la dauxorubicine, 

- les vinca-alcaloides, telles que la vinblastine et la vincristine, 

- la paclitaxele (ou Taxol, DCI). 

7. Utilisation de composes inhibiteurs de I'activation de NF-kB selon 
Time des revendications 1 a 6, caracterisee en ce que le dosage des molecules 
cytotoxiques utilis6es en association avec lesdits composes est environ 2 a 
environ 5 fois inferieur au dosage de ces memes molecules utilis6es seules dans 
le cadre du traitement des hemopathies malignes et des tumeurs solides. 

8. Produits contenant xm compose inhibiteur de Tactivation de NF-kB et 
une mol6cule cytotoxique susceptible d'activer le facteur NF-kB, en tant que 
preparation de combinaison pour une utilisation simultanee, separee ou etalee 
dans le temps pour le traitement des hemopathies malignes et des tumeurs 
solides. 
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9. Produit selon la revendication 8, caracteris6 en ce qu'il comprend a titre 
de compose inhibiteur de I'activation de NF-kB, un compose se liant 
specifiquement aux recepteurs transmembranaires des cytokines de classe I dans 

5 les cellules de Torganisme, choisi notamment parmi Thormone de croissance ou 
rerythropoifitine. 

10. Produit selon la revendication 8 ou 9, caracterise en ce qu'il 
comprend: 

10 - Thormone de croissance humaine, telle qu'obtenue par extraction a 

partir d'extraits hypophysaires, et purification, 

- ou rhormone de croissance humaine recombinante telle que codec par 
la sequence nucleotidique SEQ ID NO 1, ou par toute sequence nucleotidique 
derivee de cette derniere par d6generescence du code genetique et etant 

15 neanmoins capable de coder pour Thormone de croissance humaine dont la 
sequence en acides amines est representee par SEQ ID NO 2, ladite hormone de 
croissance 6tant obtenue par transformation de cellules approprides a I'aide de 
vecteurs contenant une sequence nucleotidique telle que decrite ci-dessus, 
recuperation de la prot6ine recombinante produite par lesdites cellules, et 

20 purification, 

- ou toute sequence peptidique derivee par addition et/ou suppression 
et/ou substitution d'un ou plusieurs acides amines de la sequence SEQ ID NO 2, 
et conservant la propriete de I'hormone de croissance humaine d'inhiber 
I'activation de NF-kB. 

25 

11* Produit selon la revendication 8 ou 9, caracterise en ce qu'il 
comprend: 

- Terythropoietine humaine recombinante telle que codee par la sequence 
nucleotidique SEQ ID NO 3, ou par toute sequence nucleotidique derivee de 

30 cette derniere par degenerescence du code gen6tique et etant neanmoins capable 
de coder pour rerythropoietine humame dont la s6quence en acides amines est 
representee par SEQ ID NO 4, ladite erythropoi6tine etant obtenue par 
transformation de cellules appropriees a I'aide de vecteurs contenant une 
sequence nucleotidique telle que decrite ci-dessus, recuperation de la prot6ine 

35 recombinante produke par le^dite^ et purtficatioii., 

- ou toute sequence peptidique derivee par addition et/ou suppression 
et/ou substitution d'un ou plusieurs acides amines de la sequence SEQ ID NO 4, 
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et conservant la propri6t6 de rerythropoi6tine humaine d'inhiber ractivation de 
NF-kB. 

5 12. Produit selon Tune des revendications 8 k 11, caracteris6 en ce qu'il 

comprend a titre de mol6ciile cytotoxique susceptible d*activer le facteur 
NF-kB, toute mol6ciile choisie parmi les suivantes : 

- les cytokines, 

- les anthracyclines, dont la daimomycine, la dauxorubicine, 
10 - les vinca-alcaloides, telles que la vinblastine et la vincristine, 

- la paclitaxele (ou Taxol, DCI). 
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FIGURE 5 
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LISTE DE SEQUENCES 



5 (1) INFORMATIONS GENERZU^ES : 
(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 

(B) RUE: 3, rue Michel -Ange 
10 (C) VILLE: PARIS 

(E) PAYS: FRANCE 

(F) CODE POSTAL: 75794 CEDEX 16 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: INHIBITEURS DE L» ACTIVATION DE NF-KB, ET 
15 LEURS UTILISTIONS PHARMACEUTIQUES 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 4 

(iv) FORME DECHIFFRABLE PAR ORDINATEUR : 
20 (A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D* EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentin Release #1.0, Version #1.30 (OEB) 

25 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQXJENCE : 

(A) LONGXJEUR: 609 paires de bases 
30 (B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : doilble 
<D) CONFIGURATION: lineaire 



35 



40 



(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g^nomique) 



(ix) CARACTERISTIQUE: 

(A) NOM/ CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT : 1 . . 609 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 



ATG GCT ACA GGC TCC CGG ACG TCC CTG CTC CTG GCT TTT GGC CTG CTC 48 
45 Met Ala Thr Gly Ser Arg Thr Ser Leu Leu Leu Ala Phe Gly Leu Leu 
15 10 15 

TGC CTG CCC TGG CTT CAA GAG GGC AGT GCC TTC CCA ACC ATT CCC TTA 96 
Cys Leu Pro Trp Leu Gin Glu Gly Ser Ala Phe Pro Thr lie Pro Leu 
50 20 25 30 

TCC AGG CTT TTT GAC AAC GCT AGT CTC CGC GCC CAT CGT CTG CAC CAG 144 

Ser Arg Leu Phe Asp Asn Ala Ser Leu Arg Ala His Arg Leu His Gin 
35 40 45 

55 
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CTG GCC TTT GAC ACC TAG GAG GAG TTT AAC CCC GAG ACC TCC CTC TGT 192 

Leu Ala Phe Asp Thr Tyr Gin Glu Phe Asn Pro Gin Thr Ser Leu Cys 
50 55 60 

5 

TTC TCA GAG TOT ATT COG ACA CCC TCC AAC AGG GAG GAA ACA CAA GAG 240 

Phe Ser Glu Ser lie Pro Thr Pro Ser Asn Arg Glu Glu Thr Gin Gin 
65 70 75 80 

10 AAA TCC AAC CTA GAG CTG CTC CGC ATC TCC CTG CTG CTC ATC GAG TCG 28 8 

Lys Ser Asn Leu Glu Leu Leu Arg lie Ser Leu Leu Leu lie Gin Ser 

85 90 95 

TGG CTG GAG CCC GTG GAG TTC CTC AGG AGT GTC TTC GCC AAC AGC CTG 33 6 

15 Trp Leu Glu Pro Val Gin Phe Leu Arg Ser Val Phe Ala Asn Ser Leu 
100 105 110 

GTG TAG GGC GCC TCT GAC AGC AAC GTC TAT GAC CTC CTA AAG GAC CTA 3 84 

Val Tyr Gly Ala Ser Asp Ser Asn Val Tyr Asp Leu Leu Lys Asp Leu 
20 115 120 125 

GAG GAA GGC ATC CAA AGG CTG ATG GGG AGG CTG GAA GAT GGC AGC CCC 4 32 

Glu Glu Gly lie Gin Thr Leu Met Gly Arg Leu Glu Asp Gly Ser Pro 
130 135 140 

25 

CGG ACT GGG GAG ATC TTC AAG CAG ACC TAG AGC AAG TTC GAC ACA AAC 48 0 

Arg Thr Gly Gin lie Phe Lys Gin Thr Tyr Ser Lys Phe Asp Thr Asn 
145 150 155 160 

30 TCA CAC AAC GAT GAC GCA CTA CTC AAG AAC TAG GGG CTG CTC TAG TGC 52 8 

Ser His Asn Asp Asp Ala Leu Leu Lys Asn Tyr Gly Leu Leu Tyr Cys 
165 170 175 

TTC AGG AAG GAC ATG GAC AAG GTC GAG ACA TTC CTG CGC ATC GTG CAG 576 
35 Phe Arg Lys Asp Met Asp Lys Val Glu Thr Phe Leu Arg lie Val Gin 
180 185 190 

TGC CGC TCT GTG GAG GGC AGC TGT GGC TTC TAG 609 
Cys Arg Ser Val Glu Gly Ser Cys Gly Phe * 
40 195 200 



(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 2: 



45 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

' (A) LONGUEUR: 203 acides amines 
(B) TYPE: acide amine 
(D ) CONFIGURATION : 1 ineaire 

50 (ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQtJENCE : SEQ ID NO: 2: 

Met Ala Thr Gly Ser Arg Thr Ser Leu Leu Leu Ala Phe Gly Leu Leu 
15 10 15 

55 

Cys Leu Pro Trp Leu Gin Glu Gly Ser Ala Phe Pro Thr lie Pro Leu 
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20 25 30 

Ser Arg Leu Phe Asp Asn Ala Ser Leu Arg Ala His Arg Leu His Gin 
5 35 40 45 

Leu Ala Phe Asp Thr Tyr Gin Glu Phe Asn Pro Gin Thr Ser Leu Cys 
50 55 60 

10 Phe Ser Glu Ser He Pro Thr Pro Ser Asn Arg Glu Glu Thr Gin Gin 
65 70 75 80 

Lys Ser Asn Leu Glu Leu Leu Arg He Ser Leu Leu Leu He Gin Ser 
85 90 95 

15 

Trp Leu Glu Pro Val Gin Phe Leu Arg Ser Val Phe Ala Asn Ser Leu 
100 105 110 

Val Tyr Gly Ala Ser Asp Ser Asn Val Tyr Asp Leu Leu Lys Asp Leu 
20 115 120 125 

Glu Glu Gly He Gin Thr Leu Met Gly Arg Leu Glu Asp Gly Ser Pro 
130 135 140 

25 Arg Thr Gly Gin He Phe Lys Gin Thr Tyr Ser Lys Phe Asp Thr Asn 
145 150 155 160 

Ser His Asn Asp Asp Ala Leu Leu Lys Asn Tyr Gly Leu Leu Tyr Cys 
165 170 175 

30 

Phe Arg Lys Asp Met Asp Lys Val Glu Thr Phe Leu Arg He Val Gin 
180 185 190 

Cys Arg Ser Val Glu Gly Ser Cys Gly Phe * 
35 195 200 

(2) INFORMATIONS POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 
40 (A) LONGUEUR: 582 paires de bases 

(B) TYPE: nucleotide 

(C) NOMBRE DE BRINS : double 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

45 (ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 



( ix) CARACTERISTIQUE : 
(A) NOM/CLE: CDS 
50 (B) EMPLACEMENT:!. .582 



(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 3 : 

55 ATG GGG GTG CAC GAA TGT CCT GCC TGG CTG TGG CTT CTC CTG TCC CTG 4 8 

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Trp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu 
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205 210 215 

CTG TCG CTC CCT CTG GGC CTC CCA GTC CTG GGC GCC CCA CCA CGC CTC 96 
5 Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu 
220 225 230 235 

ATC TGT GAC AGC CGA GTC CTG GAG AGG TAC CTC TTG GAG GCC AAG GAG 144 
He Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu 
10 240 245 250 

GCC GAG AAT ATC ACG ACG GGC TGT GCT GAA CAC TGC AGC TTG AAT GAG 192 
Ala Glu Asn He Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu 
255 260 265 

15 

AAT ATC ACT GTC CCA GAC ACC AAA GTT AAT TTC TAT GCC TGG AAG AGG 24 0 

Asn He Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg 
270 275 280 

20aTG GAG GTC GGG CAG CAG GCC GTA GAA GTC TGG CAG GGC CTG GCC CTG 288 
Met Glu Val Gly Gin Gin Ala Val Glu Val Trp Gin Gly Leu Ala Leu 
285 290 295 

CTG TCG GAA GCT GTC CTG CGG GGC CAG GCC CTG TTG GTC AAC TCT TCC 336 
25 Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gin Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser 
300 305 310 315 

CAG CCG TGG GAG CCC CTG CAG CTG CAT GTG GAT AAA GCC GTC AGT GGC 384 
Gin Pro Trp Glu Pro Leu Gin Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly 
30 320 325 330 

CTT CGC AGC CTC ACC ACT CTG CTT CGG GCT CTG GGA GCC CAG AAG GAA 432 
Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gin Lys Glu 
335 340 345 

35 

GCC ATC TCC CCT CCA GAT GCG GCC TCA GCT GCT CCA CTC CGA ACA ATC 480 
Ala He Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr He 
350 355 360 

40 ACT GCT GAC ACT TTC CGC AAA CTC TTC CGA GTC TAC TCC AAT TTC CTC 52 8 

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu 
365 370 375 

CGG GGA AAG CTG AAG CTG TAC ACA GGG GAG GCC TGC AGG ACA GGG GAC 576 
45 Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp 
380 385 390 395 

AGA TGA 582 
Arg * 

50 



(2) INFORMATIONS POTO LA SEQ ID NO: 4: 

55 (i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 194 acides amines 
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(B) TYPE: acide amin^ 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

5 (ii) TYPE DE MOLECULE: prot^ine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO : 4: 

Met Gly Val His Glu Cys Pro Ala Tirp Leu Trp Leu Leu Leu Ser Leu 
15 10 15 

10 

Leu Ser Leu Pro Leu Gly Leu Pro Val Leu Gly Ala Pro Pro Arg Leu 
20 25 30 

He Cys Asp Ser Arg Val Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys Glu 
15 35 40 45 

Ala Glu Asn He Thr Thr Gly Cys Ala Glu His Cys Ser Leu Asn Glu 
50 55 60 

20 Asn He Thr Val Pro Asp Thr Lys Val Asn Phe Tyr Ala Trp Lys Arg 
65 70 75 80 

Met Glu Val Gly Gin Gin Ala Val Glu Val Trp Gin Gly Leu Ala Leu 
85 90 95 

25 

Leu Ser Glu Ala Val Leu Arg Gly Gin Ala Leu Leu Val Asn Ser Ser 
100 105 110 

Gin Pro Trp Glu Pro Leu Gin Leu His Val Asp Lys Ala Val Ser Gly 
30 115 120 125 

Leu Arg Ser Leu Thr Thr Leu Leu Arg Ala Leu Gly Ala Gin Lys Glu 
130 135 140 

35 Ala He Ser Pro Pro Asp Ala Ala Ser Ala Ala Pro Leu Arg Thr He 
145 150 155 160 

Thr Ala Asp Thr Phe Arg Lys Leu Phe Arg Val Tyr Ser Asn Phe Leu 
165 170 175 

40 

Arg Gly Lys Leu Lys Leu Tyr Thr Gly Glu Ala Cys Arg Thr Gly Asp 
180 185 190 

Arg * 

45 
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SOCIETY FOR NEUROSCIENCE ABSTRACTS, (1998) 
VOL. 24, NO. 1-2, PP. 1792. MEETING INFO.: 
28TH ANNUAL MEETING OF THE SOCIETY FOR 
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\" document definissant I etat general de la technique, non 
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E" document anterieur. mais publie ^ la date de depot international 
ou apres cette date 

V document pouvant jeter un doute sur une revendication de 
pnonte ou ate pour determiner ta date de publication d une 
autre citation ou pour une raison speciale (telle qu indiquee) 
document se referant ^ une divulgation orale. a un usage, a 
une exposition ou tous autres moyens 
document publi6 avant ta date de depot international, mais 
posterleuremenl & la date de pnorite revendiquee 
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"T" document ulterieur pubtie apr^s la date de depot international ou la 
date de pnonte et n appartenenant pas a l etat de la 
technique pertinent, mais cite pour comprendre le principe 
ou ta theorie constituant la base de I invention 

"X" document particufierement pertinent: Tinven tion revendiquee ne oeut 
etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document constdere tsolemeni 

"Y" document pariiculierement pertinent; rinven tion revendtquee 

ne peut etre consideree comme impiiquant une activite inventive 
lorsque le document est associe a un ou plusieurs autres 
documents de meme nature, cette combmatson etant evidente 
pour une personne du metier 
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u'.EFFNER A ET AL: " Inhl b1 t'^ry pffpf-t- of 
growth'hornione on TNF-alpha secretion and 
nuclear factor -kappaB translocation in 
1 ipcpolysaccharide-stimulated human 

monocytes." ^ 
JOURNAL OF IMMUNOLOGY, (1997 FEB 1) 158 
(3) 1310-4., 

XP002116164 
cite dans la demande 
le document en entier 

WANG C Y ET AL: "TNF- and cancer 
therapy-induced apoptosis: potentiation by 
inhibition of NF-kappaB 'see comments!." 
SCIENCE, (1996 NOV 1) 274 (5288) 784-7., 

XP002139552 
cite dans la demande 
le document en entier 

WO 99 06040 A (BERRY C. ET AL) 
11 fevrier 1999 (1999-02-11) 
page 32 -page 35 

HAEFFNER A ET AL: "Growth hormone 
prevents human monocytic cells from 
Fas-mediated apoptosis by up-regulating 
Bcl-2 expression." ^ 
EUROPEAN JOURNAL OF IMMUNOLOGY, (1999 JAN) 
29 (1) 334-44. , 

XP0009G7591 
le document en entier 
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